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1Ⅰ 要旨
コムギのGl u -1Dx5 遺伝 子を導 入したFatmawati の T2 個体と ，ジ ャポニ カやネ リカと
の 交 配を 行い ，導 入し たコ ムギの Glu -1Dx5 遺伝子 が次世 代に 遺伝 する かを 検証し た．
ま ず， 交 配技 術 の確 立と ， ジャ ポ ニカ や ネリ カと の 交配 で 受精 率 に差 があ る のか を 検証
す る ため に 交配 を 行っ た． 結 果， さ まざ ま な品 種間 の 交配 で ，受 精 率に 有意 な 差が み られ
な か った ． 交配 日 によ って ， 受精 率 にば ら つき が生 じ るこ と があ っ たが ，天 候 が優 れ なか
っ た こと や ，花 粉 親の 花粉 を 十分 な 量確 保 でき なか っ たこ と ，受 精 のタ イミ ン グが あ って
い な かっ た こと な どが 原因 だ と考 え られ た ．そ のた め ，受 精 率を 安 定， 向上 さ せる た めに
は ， 十分 な 花粉 の 量を 確保 す るこ と と， 受 精の タイ ミ ング を しっ か りと 合わ せ るこ と が必
要 だ と考 えら れた．
次に，コ ムギの Gl u -1Dx5遺伝子 を導 入し たイ ネの T2 個体 を用 い，ジ ャポニ カやネ リカ
と の 交配 を行 った．
最 後 に遺 伝 子導 入イ ネの T2個体 と ，ジ ャポ ニカ や ネリ カ との 交配 で でき た 次世 代の
Gl u-1Dx5遺伝子 の遺 伝を 検証し た．ま ず，交 配し て得ら れた 種子 を発 芽さ せ育苗 した．そ
の 後 葉を 採取 し， DNAを抽 出して，Gl u -1Dx5遺伝 子が発 現し てい るか を調 べた． 結果，
発芽 ，成 長した 35 個 体のうち 1 個体から，花 粉親か らの Glu -1Dx5遺伝子の 遺伝が 認めら
れた ．藤田 (20 09)によ ると ，交配 に用 いた 花粉 親の5A4， 5C4， 5D3， 6C2， 6C4， 14B1，
20 B2，21 D5のいく つかに Glu -1Dx5遺伝子 が発現 してい た． また ，交 配に より得 られた
種 子 から 成 長し た 苗の 中に は ，同 時 期に 播 種し たコ シ ヒカ リ やひ と めぼ れと 比 較す る と，
生 育 が遅 い苗 や， 葉の 先端 などが 白化 して しま う苗 も見受 けら れた．
2Ⅱ 緒言
イ ネ やコ ムギ は， 世界 の三 大穀物 であ り， 人類 がエ ネルギ ーを 得る ため に非 常に重 要な
作 物 であ る．これ らの 穀物 は ，世界中で栽培されており，年間 生産 量は それ ぞれ6億ｔ 近く
に 及 ぶ． 熱帯 地域 であ るイ ンドネ シア では ，イ ネの 栽培が 盛ん に行 われ てい る．イ ンドネ
シ ア の米 の生 産量は 54 ,400,00 0t( 農林 水産省 2006) と世 界第3 位であ る． しかし ，高温 湿潤
な 気 候上 ，東 南ア ジア では ，コム ギの 栽培 が困 難で ある． その ため ，国 内の コムギ の需要
を ま かな うた めに は， 諸外 国から の輸 入に 頼ら ざる を得な い． また ，近 年は コムギ の価格
高 騰 の問 題が 深刻 化し てい る．一 方， イネ は他 の穀 物に比 べて 単位 面積 当た りの人 口扶養
力が大きいという特徴をもっている (農林金融 2004) ．また，水田には洪水防止や，土砂流
出 防 止， 地下 水か ん養 ・河 川流況 安定 など とい った 多面的 機能 があ る． そこ で，東 南アジ
ア で 栽培 され てい るイ ネ品種 Fatmawati に ，コムギのGlu -1Dx5遺伝子 を導入 し，製 パン性
を 持 つイ ネを 作出 し栽 培す ること で， イネ を生 産し ながら コム ギの 需要 をま かなえ ること
が可能になると予想される． No n o  Ca r s o n o  によりイネの培養系確立と遺伝子銃によるコム
ギの Glu -1Dx5 遺伝子の導入が行われた (No n o  2007)．Wada ら (20 09) は， Glu -1Dx5遺伝 子が
導入 されたT0個体をPCR法 で 調査 した とこ ろ，15個体 からGlu -1Dx5遺伝子が 検 出さ れた．
Gl u-1Dx5遺伝子 を持つT2個 体 の胚 乳抽 出物をSDS電気 泳動 法で 調査 した とこ ろ，コムギ
Gl u-1Dx5 遺伝子 産物 と同一 分子量 のタ ンパ ク質 が検 出され ，導 入遺 伝子 のイ ネ胚乳 中での
発 現 が確 認さ れた ．作 成さ れた遺 伝子 導入 イネ は， 米の製 パン 特性 改良 の育 種計画 に応用
が 期 待さ れる．また，それ ぞ れ株ごとに識別して後代 を調査した際，T1 個体では， 1 02 個体
中30 個体で Gl u -1Dx5 遺伝子 が発現 して いる こと がわ かった ．そ して ，T2 個体 では調 査した
200 個体 中，96個体で Glu -1Dx5 遺伝子が発現していた (藤田 2009)．Sa n g t o n gら(2002)の報
告で は， Glu -1Dx5 遺伝子を 導入し たト ウモ ロコ シで は，導 入遺 伝子 が花 粉を 通して 能率悪
く 遺 伝す る， つまり Gl u -1Dx5 遺伝子 は父 親か らの遺 伝を減 少さ せる とし てい る．さ らに，
Scott ら (2007) の報告では，コムギのDNA 断 片は 花粉の 生存力 を減 少さ せる こと で ，遺 伝子導 
3入 ト ウモ ロコ シの 花粉 から の伝達 を減 少さ せる とし ている．
本 実 験で は，遺伝 子銃 により コムギGlu -1Dx5遺伝子を導入したFa t ma wa t i  のT2個 体を用 い，
ジ ャ ポニ カや ネリ カと の正 逆交配 を行 った ．な お， 供試品 種で ある ネリ カは ，病気 ，乾燥
に 強 いア フリ カ稲 と高 収量 のアジ ア稲 との 交雑 によ って生 まれ たも ので ，収 穫が早 く，高
タ ン パク で収 量も 高い など の多く のす ぐれ た特 徴を もつ米 である(( 農林水 産省 20 03)．コム
ギの Glu -1Dx5遺伝子が導入された Fa t ma wa t i のT2個体 と ，ジャポニカやネリカと交 配するこ
と で ，そ れぞ れの 品種 の特 性を生 かし なが ら次 世代 にコム ギのGlu -1Dx5遺伝 子が遺 伝する
か を 検証 した．
4Ⅲ 材料 と方法
実験 1 ジャ ポニ カや ネリ カとの 交配
供 試品 種 とし て ，日 本晴 ， コシ ヒ カリ ， ひと めぼ れ ，ヒ メ ノモ チ ，ゆ めの は たも ち ，は
ま さ り，奥羽 368号(おくの むらさき )，朝 紫， N5(ネリカ 5)の 9 品種 を用 いた ．ひ とめ ぼれ
は ， 宇都 宮大 学農 場の もの を使用 し，N5 は R onoubi gouwa A mbouroue Avaro Michael さ
ん か らい ただいたものを使用した．それ 以外 の品種 は 研究 室保 存の もの を使 用 した．N5 に
おい ては，20 08年 4月 18 日から 23 日ま での5 日間，50℃の 恒温 室に て休 眠打破 を行っ た．
開 化 時期 を調 整す るた めに ，播 種を3回(ひと めぼれ のみ4回)行った． 4月 25 日， 5月 5
日， 5月 15 日に， 3 日間流 水によ るか け流 しで 浸種 を行い，35℃の恒 温室で約1 日催 芽さ
せ ，はと 胸状 態に なっ た種 子を，基本 的に それ ぞれ4月 29 日， 5月 9 日， 5月 19 日に 播種
し た ．さ らに ，ひ とめ ぼれ は，5月 25 日に浸 種し， 5月 29 日に播 種し た．一 つの育 苗箱に
一 品 種に なる よう ，育 苗箱を3 分割 し， それ ぞれ種 子を約5g 播種 した ．奥羽 368 号は約
2.8g 播種した．培 土に は，日本培土ゼオ ライ ト入り (株式会 社南 日光園)を用い た．宇都 宮大
学環 境調 節棟27 /22℃(昼温/夜温) 室にて ，育苗 を行っ た．基 本的 に，4 月 29 日に播 種した
種子を 5月 21 日にポ ット移 植， 5月 23 日に 宇都 宮大 学峰キ ャン パス 水田 圃場 に移植 し，5
月 9 日 に播 種し た種 子を5月 29 日にポットと水田圃 場 に移植し， 5月 19 日に 播種し た種
子を 6月 5 日に ポッ トと水 田圃場 に移 植し た． 移植 は，基 本的に1株 3本植 えで行 った．
水 田 圃場 は， ４月15 日に 有機配 合ひ とふ りくん(N :8％,P205： 8％,K20： 8％)を 40 kg/10a
施 肥 し た． ポッ トは 1/50 00aワ グ ネル ポッ トを 使用 し， 水田 土壌 また は畑 土壌(黒 ボク土)
を 充 填し た．施肥 は，有機 配合ひ とふ りくん(N :8％,P205： 8％,K20： 8％)を 1 ポット 当たり
約 10ｇ施 用し た． なお ，施 肥 後にスコップで数㎝程度 の深さまでかき混ぜ，湛 水し た．ポ
ット の場 合， 1回の移 植で，1 品種約 10 ポット を用い た．水 管理 は，常に 湛水を 維持し た．
水 田 圃場 及び ポッ トで 除草 剤は施 用せ ず， 適宜 手取 り除草 を行 った．
交配 は，7月 30 日から 9月 4 日まで の期 間の うち25 日間行 った ．基 本的 に，朝7 時半
5から 午後 1 時ま での 間で，栽培学学生実験室にて行った．山本ら（ 1996 ），高嶋 (200 8) の方
法 に 基づ き 交配 を 行っ た． 交 配に 用 いる イ ネは ，交 配 前日 に 種子 親 を水 田圃 場 やポ ッ トか
ら 選 出し，栽培 学学 生実験 室内や 農学 棟前 に移 動さ せた．水 田圃 場の イネを 使用す る場 合，
根 を 切断 し ない よ う留 意し な がら ， バケ ツ に株 上げ し ，湛 水 して 管 理し た． 種 子親 に 用い
るイ ネは，穂の約 1/3 がすで に開穎 した 株を 採取 した ．採 取し たイ ネの 蒸散 を抑 えるた めに，
多 く の葉 を 切り 落 とし ，ま た 残し た 葉の 長 さも 半分 に 切り 落 とし た ．止 葉は 交 配時 に 受粉
の 妨 げに な らな い よう 半分 以 下に 切 り落 と した ．交 配 は． ま ず， 交 配に 用い る 種子 親 のす
で に 開葯 した 穎花 を切 り落 とし， その後43℃で 7 分間の温湯除雄を行った．温 湯か ら取り
出 し た直 後に，温湯除雄を行っている 間に 開葯 した 穎 花を 切り 落と し，約20 分間 室内 で静
置 し た． そ の後 開 葯し た穎 花 のみ を 残し ， それ 以外 の 穎花 を すべ て 切り 落と し た． そ して
水 田 圃場 やポ ット から 花粉 親とな るイ ネの 穂を 採取 した．穂 は，穂の1/3 が止葉 の葉 鞘から
抽 出 した も のを 選 んだ ．花 粉 親の 花 粉を 開 穎し てい る 穎花 に ふり か けて 交配 さ せた ． 交配
中 は 花粉 が 風で 飛 散し ない よ うに ， 実験 室 内を 閉め き って 行 った ． 交配 後は ， 紙袋 を かぶ
せ て 栽培 学学 生実 験室 前の 廊下で 管理 した ．交 配して2 週 間以上経過した後に ，紙 袋をは
ず し ，受 精 の成 否 を調 査し た ．穎 花 に軽 く 触れ ，少 し 膨ら ん でい る もの を受 精 した も のと
み な して 調 査を 行 った ．そ の 後， 栽 培学 学 生実 験室 前 の野 外 で鉄 格 子に 鳥害 防 除と し てネ
ッ ト をか けた 簡易 テン トを 作り，管理 した． 10月 15 日 頃に交配して得られた種 子の 収穫を
行っ た．
6実験 2 Gl u -1Dx5遺伝子を 導入し たイ ネと ジャ ポニ カ やネ リカ との 交配
供 試品 種と して，Gl u -1Dx5遺伝子 を導 入したFatmawati の T2 個体 ，日本 晴，ひ とめ
ぼ れ ，ヒメノモチ，ゆめのはたもち，はまさり，リーフスター，朝紫，奥羽 368 号，Ｎ 1( ネ
リカ 1)，Ｎ 5(ネリカ 5)， Tch i ban ga を用 いた ．主 に日 本晴，ヒ メノ モチ ，ゆめ のはた もち，
は ま さり ，朝 紫，奥羽368号は ，実験1 で育苗 したも のの再 生株 を用 いた．N1 ，Tch i ban ga
は Ronoubi gouwa Ambouroue Avaro Mi chael さんが6月 2 日頃に 播種 したもの,リー フス
タ ー は高 田英 明君 が６月19 日に 播種 した もの を用い た．ひと めぼ れは さらに，6月 23 日，
6月 30 日， 7月 7 日， 7月 14 日に 浸種 し， それ ぞれ6月 27 日， 7月 4 日と 7月 11 日， 7
月 18 日に 播種 した ．Ｎ5 も， 6月 30 日， 7月 7 日， 7月 14 日に 浸種 し，7月 4 日， 7月
11 日， 7月 18 日に播種した．T2 個体 の種 子は， 5月 16 日にネットに入 れて流 水に よるか
け 流 しで 浸種 を行 った．5 月 21 日に ，日 本培 土ゼ オライ ト入り (株式会 社南 日光園)をセル
ポッ トの 3/4程度 充填 し， 系統 ごと に分 けて １つの セルに約20粒ずつ 播種し た． そし て宇
都 宮 大学 室内 で育 苗し，7月 22 日， 7月 30 日にポッ ト移植 を行 い，バイ オサ イエン ス教育
セ ン ター 内で 管理 した ．ポ ットは 1/50 00aワグネルポ ットを使用し，水田土壌 また は畑土
壌(黒 ボク土)を充 填 した ．施 肥 は ，有 機配合 ひとふり くん(N :8％,P205 ：8％,K20： 8％)を 1
ポッ トあ たり 10ｇ 施用 し， 施肥後 にス コッ プで 数㎝ 程度の 深さ まで かき 混ぜ ， 湛水 した．
水 管 理は 常に 湛水 を維 持し た．
T2 個体は T1 個体 の株 ごと に 番号 をつけ，さらにポットごとにも識別を行った． T2 個体
と ジ ャポ ニ カや ネ リカ との 出 穂期 が 同調 し なか った ． その た め， ジ ャポ ニカ や ネリ カ は主
に 刈 り取 った 後の 再生 株や ，後 から 播種 した ひとめ ぼれやN5 を用い て交配 を行っ た．再生
株 は 宇都 宮大 学ガ ラス 室で 管理を 行っ た．T2 個体の 19 系統 は， 出穂 期を早 めるた めに9
月 2 日か ら約 3 週間 短日処 理を行 った ．朝9 時に光 を通し にく い黒 いビ ニー ル袋を 外し，
午後 5 時に ビニ ール 袋をか ぶせ出 穂期 を早 めた ．交 配は，9 月 27日から11月 7 日ま での
期間で 29 日間行 った ．実験1 と同様 にし て温 湯除雄 を行っ たが ，温 湯除 雄を 行って いる間
7に 開 穎し た穎 花は 切り 落と さず，約20 分静置して開穎 しなかった穎花をすべて 切り 落とし
た ． そし て交 配後2 週 間以 上 した後に，受精の成否を 調査した．アブラムシな どが 大量発
生し ，殺虫 剤と して T2 個体 には，11月 1 日にハ チハ チ乳剤(大塚 化学 株式 会社)，交 配を行
った イネ には 11月 18 日に ブルー スカイ AL( レイン ボー薬 品株 式会社)を散布 した．9月 27
日から 10月 16 日ま でに交 配して でき た種 子を11月 7 日収穫 し， 10月 18 日から 11月 7
日 ま でに 交配 して でき た種 子を，11月 28 日に 収穫 した．
8実験 3 Glu -1Dx5遺伝子の 次世代 への 遺伝 の検証
9月 27 日から 10月 16 日ま での 交配 で得 られ た種 子を，11月 7日に収 穫し， 35℃で 2
日 間，40℃の恒 温室で12 日間 休眠 打破を行った．そ の後11月 21 日か ら約 5℃の冷 蔵庫内
で 5 日間 ，約 20℃の 室温で5 日間 静置 し，12月 1 日に 播種 した．10月 18 日から 11月 7
日 ま でで 交配 して 得ら れた 種子を，11 月 28 日に収 穫し， 35℃の 恒温 室で２ 日間，50℃の
恒 温室5 日間 の条 件下 にお いて休 眠打 破さ せた ．そ の後約5 ℃の冷 蔵庫で5 日間，32℃の
恒温 室で3 日間 催芽 した後，12月 13 日に播 種した ．ポッ トは 1/5000a ワグ ネルポ ットを
使 用 し， 水田 土壌 また は畑 土壌( 黒 ボク土)を ポッ トの 約半分 充填 し， その 上に 培土を約3 ，
4㎝程度充填 した ．培 土に は ，日 本培土ゼオライト入り (株式会 社南 日光園)を 用 いた ．施肥
は 行 わな かっ た．20 09年 1月 5 日に ，生育した苗から葉の採取を行った．ただし， 11月 1
日 の 交配 で得 られ た種 子か ら生育 した 苗の うち1 個体 は， 生育 が遅 かっ たた めに1月8日
に 葉 の採 取を 行っ た．1月 5 日に 採取 したN1 を除 き，種 子親 や花 粉親 に使 用した 品種 は，
主に 11月 24 日に 葉を 採取 し た．葉の採取は，葉の萎 れを防ぐために，葉を切 り取 った後
直 ち にビ ニー ル袋 に入 れ， 氷の入 った 発砲 スチ ロー ル箱に 保存 した．
DNA の抽出
ＤＮＡ抽出には， Nu c l e o n  Ph y t o Pu r e ( GE ヘルスケアバイオサイエンス株式会社)を用い
た．DNA の抽出には L y  To n g  (2004)の方法を用 いた． 採 取し た葉 を新 鮮重 0. 1  ｇ 測り 取り，
70 ％ エタ ノー ルに 浸し て葉 を洗浄 し， キム ワイ プで エタノ ール をよ く拭 き取 った． 葉を乳
鉢 に 入れ た後 ，液 体窒 素を 乳鉢の 約半 分程 度入 れ， 乳棒で サン プル の葉 を素 早くす りつぶ
し 粉 砕し た．粉砕した葉を 薬 さじでマイクロテストチ ューブに入れ，Nu c l e o n  Ph y t o Pu r eの
Re a g e n t 1 を600μℓ，Nu c l e o n  Ph y t o Pu r e  のRe a g e n t 2を200μℓ加えた．その後マイクロテ
ストチューブ内の葉と試薬がよく混ざるように軽く手で振り，ヒートブロックのDr y t h e r mo
Un i t DTU-1 C(タイテック株式会社)で65℃の条件下で1 0分間温めた．その間，1 分ごとに
9取り出し，手で数回振った．その後20分間氷で冷却した．冷却後，クロロホルムを500μℓ
入れ，良く振ったNu c l e o n  Ph y t o Pu r e  のPh y t o Pu r e  r e s i nを 1 00 μℓ注入した．マイクロ
テストチューブから溶液が漏れないように，パラフィルムをふたの周辺に巻きつけ，穴の
あいたスポンジに挿しこみ，スポンジごとUNI THERMOSHAKERNTS-1 300(東京理化器械株式
会社)で1 0分間振とうした．そして遠心分離機のBi o f u g e f r e s c o (He r a e u s I n s t r u me n t s社)
で20℃，4000r pmの条件下で1 0分間かけた．遠心分離が終わった後，マイクロテストチュ
ーブ内の上澄み溶液を新しく用意したマイクロテストチューブに移した．それと同量のイ
ソプロパノールを上澄み溶液に加え，手でよく振った．その後，遠心分離機のBi o f u g e
f r e s c o (He r a e u s I n s t r u me n t s社)に20℃，8000r pmの条件下で5分間かけた．下に白く沈殿
したDNAを吸い取らないように注意しながら，上澄み溶液を取り除いた．DNAを洗浄するた
めに70％エタノールを1 00μℓ入れた．再度遠心分離機に20℃，8000r pmの条件下で5分間
かけ，上澄み溶液を捨て，これを2回繰り返した．その後，マイクロテストチューブ内に
残留した70％エタノールを蒸発させるように，蓋を開け，約1 0分間静置した．最後にTE
を1 00μℓ入れ，VORTEX-GENE2(Sc i e n t i f i c  I n d u s t r i e s社)でDNAが完全に溶けるまで攪拌
した．その後，DNAの入ったマイクロテストチューブを冷凍庫に保存した．
PCR
分光光度計の Nanovue(ＧＥヘルスケアバイオサイエンス株式会社)を使用し，各サンプ
ルの濃度を測定して蒸留水を加え， 20ng/μℓに調整した．プライマーは， (R)(F)Glu-1Dx5
Coding( つくばオリゴサービス株式会社 )を使用した．
最初にプライマー (F)CTGGATCCATGCAGGCTACC を，次にプライマー
(R)AAGGATCCGAGACATGCAGC をそれぞれ 0． 2 μℓずつマイクロテストチューブに入
れた． PCR には， AppliedBiosystems 社の GeneAmp® PCRSystem9700 を使用した．
そして 2.5U/μℓの KODDash® を 0.2μℓ， 10× Buffer を 2μℓ， 2ｍMdNTPs(東洋紡績株
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式会社)2μℓをマイクロテストチューブに入れた． PCR の条件は， 94℃を 30秒で DNA を
変性させ， 55℃で 4秒， 74℃で 1 分 25秒を 1サイクルとして 30サイクル繰り返した．
電気泳動
アガロースを 0.4g， 1× ＴＢＥバッファー 40ml を三角フラスコに入れ，電子レンジで加
熱し，沸騰したら電子レンジから取り出して手で数回振り，それを 3 回程度繰り返した．
その後， 60℃程度まで冷めたらエチジウムブロマイドを 4μℓ加え，電気泳動用の泳動板に
流し入れ，コームを差し込みゲルが固まるまで約 20 分静置した．パラフィルム上で 6μℓ
のサンプルと， 6× LoadingBufferTripleDye(WakoNIPPONGENE 社)の 6× 色素液約 1
μℓを混ぜ，ゲル上のコームにより開いた溝にそれぞれ 6μℓ注入した．一番右側の溝には，
マーカー 1μℓと 6× LoadingBufferTripleDye(WakoNIPPONGENE 社)の 6× 色素液を混
ぜ注入した．その後，サブマリンゲル電気泳動ＩＳＥＰ −１０１０ (アズワン株式会社 )を用
い，電圧 100V で約 1 時間半電流を流した．電気泳動用緩衝液には，エチジウムブロマイド
と 1× TBEバッファー加え 1μ g/ml になるようにした．電気泳動後，ゲルを LAS-1000UV(富
士フイルム株式会社 )で UV に当てて，主に 1/4sec または 1/8sec で撮影した．その画像を
ImageReaderLAS-1000UVminiVersion1.12( 富士フイルム株式会社 )で読み取った．
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Ⅳ結果と考察
実験 1 ジャポニカやネリカとの交配
第１表に，交配日と，交配に用いた品種，受粉籾数と受精数（収穫籾数），受精率を示す．
様々なかけあわせで交配を試みた．交配日によって，受精率が大きく異なった．各品種を
種子親に用いたときの平均受精率を第１図，各品種を花粉親に用いたときの平均受精率を
第２図に示す．種子親としてヒメノモチ，コシヒカリは平均受精率が高かったが，花粉親
としては両品種とも平均受精率が低かった (第 1図，第 2図)．一方，ゆめのはたもちは，種
子親としては受精率が低かったか，花粉親としては平均受精率が高かった (第 1図，第2図)．
はまさりは，飼料イネであり，生育旺盛で花粉の量も多かったためか，花粉親として非常
に高い平均受精率が得られた (第 2図)．ジャポニカ間や，ジャポニカとネリカ間で，各品種
の遺伝的背景に関わらず交配が行われ，受精率に有意な差はなかった (第 2表，第 3表)．第
３図から第８図まで各品種の種子親の受精率を示す．種子親が日本晴のとき，交配日が異
なっていても，基本的にコシヒカリよりもひとめぼれの方が高い受精率を得られた ( 第 3 図 ) ．
種子親がコシヒカリのとき，日本晴の受精率が比較的高く，また， N5 は受精率の高いとき
と低いときがあった (第 4図)．種子親がひとめぼれのとき，日本晴， N5 の受精率が非常に
高いときがあった (第 5図)．種子親がヒメノモチのとき，朝紫， N5 で 50％を越えるなど受
精率が高いときがあった (第 6図)．種子親が朝紫のとき，ひとめぼれ，コシヒカリ，ヒメノ
モチ，Ｎ５とどの品種も低い受精率であった (第 7図)．種子親が N5 のとき，ひとめぼれと
の交配で 55％を越える高い受精率の日もあったが，それ以外は受精率が低かった．第９図
から第 16図まで各品種の花粉親の受精率を示す．花粉親が日本晴のとき，全体的に種子親
がコシヒカリの場合に受精率が高かった (第 9図)．花粉親がコシヒカリのとき，どの品種も
受精率が低かった (第 10 図)．花粉親がひとめぼれのとき，基本的に N5 よりも日本晴の方
が受精率が高かった (第 11図)．花粉親がヒメノモチのとき，朝紫よりも， N5 の方が高い受
精率であった（第 12 図）．花粉親がゆめのはたもちのとき，基本的に日本晴もコシヒカリ
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も受精率が高かった (第 13 図)．花粉親が朝紫のとき，ヒメノモチの受精率が非常に高いと
きがあった（第 14図）．花粉親が奥羽 368号のとき，コシヒカリは受精率がともに 20％台
であり，安定した結果が得られた (第 15 図)．花粉親が N5 のとき，ひとめぼれやヒメノモ
チ，コシヒカリ，日本晴では，受精率がとても高いときがあった (第 16 図)．そして，同じ
品種間の交配でも交配日によって受精率に大きな差が生じたときがあった (第３図，第４図，
第 5図，第 6図，第 8図，第 9図，第 11図，第 13図，第 14図，第 16図)．受精率が低か
ったときの要因として，花粉親の花粉が十分な量確保できなかったことや，受粉のタイミ
ングがずれてしまったためだと考えられる．また，曇りや雨など天候が優れなかった場合
にも受精率が低くなることが考えられた．
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第 1表ジャポニカやネリカとの交配の受精率．
交配日 種子親( )♀ 花粉親( )♂ 受粉籾数受精数 受精率
7月30日 ヒメノモチ 朝紫 95 1 0 1 0. 53%
7月31 日 ヒメノモチ 朝紫 28 1 8 64. 29%
7月31 日 朝紫 ヒメノモチ 90 1 2 1 3. 33%
8月8日 コシヒカリ 朝紫 263 1 1 5 43. 73%
8月9日 奥羽368号 コシヒカリ 1 3 3 23. 08%
8月9日 日本晴 N5 37 20 54. 05%
8月1 0日 コシヒカリ 奥羽368号 71 21 29. 58%
8月1 0日 N5 コシヒカリ 274 47 1 7 . 1 5%
8月1 1 日 コシヒカリ N5 29 1 7 58. 62%
8月1 1 日 N5 日本晴 1 89 26 1 3 . 76%
8月1 2日 朝紫 コシヒカリ 1 34 23 1 7 . 1 6%
8月1 2日 コシヒカリ N5 45 1 4 31 . 1 1 %
8月1 3日ゆめのはたもち コシヒカリ 52 3 5. 77%
8月1 3日 コシヒカリ ゆめのはたもち 68 1 3 1 9. 1 2%
8月1 4日 N5 ヒメノモチ 204 54 26. 47%
8月1 4日 日本晴 コシヒカリ 1 79 1 8 1 0. 06%
8月1 6日 ヒメノモチ N5 1 56 93 59. 62%
8月1 6日 コシヒカリ 日本晴 87 51 58. 62%
8月1 7日 コシヒカリ 奥羽368号 9 2 22. 22%
8月1 7日 日本晴 ひとめぼれ 1 8 2 1 1 . 1 1 %
8月1 7日 朝紫 ひとめぼれ 64 1 4 21 . 88%
8月20日 コシヒカリ N5 56 6 1 0. 71 %
8月20日 朝紫 N5 3 0 0. 00%
8月21 日 日本晴 ゆめのはたもち 73 43 58. 90%
8月21 日 コシヒカリ ゆめのはたもち 90 52 57. 78%
8月23日 ひとめぼれ N5 1 2 1 8 . 33%
8月23日 日本晴 N5 27 1 3 . 70%
8月24日 日本晴 コシヒカリ 1 8 1 5 . 56%
8月24日 コシヒカリ 日本晴 38 1 9 50. 00%
8月25日 日本晴 ひとめぼれ 1 7 7 41 . 1 8%
8月25日 N5 ひとめぼれ 51 8 1 5. 69%
8月27日 ひとめぼれ 日本晴 1 8 1 5 . 56%
8月27日 日本晴 ひとめぼれ 59 35 59. 32%
8月28日 ひとめぼれ N5 33 25 75. 76%
8月28日 N5 ひとめぼれ 84 4 4. 76%
8月29日 日本晴 ひとめぼれ 1 1 4 25 21 . 93%
8月30日 日本晴 ひとめぼれ 1 00 1 7 1 7 . 00%
8月30日 ひとめぼれ 日本晴 4 1 25. 00%
8月31 日 日本晴 ひとめぼれ 68 26 38. 24%
8月31 日 ひとめぼれ 日本晴 25 20 80. 00%
9月1 日 ひとめぼれ N5 4 2 50. 00%
9月1 日 日本晴 ひとめぼれ 45 8 1 7. 78%
9月2日 ひとめぼれ 日本晴 30 4 1 3. 33%
9月2日 日本晴 ひとめぼれ 24 5 20. 83%
9月3日 N5 ひとめぼれ 38 21 55. 26%
9月4日 日本晴 はまさり 1 2 9 75. 00%
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第 2表種子親の品種が受精率に及ぼす影響．
品種 平均値 注
日本晴 33. 32 a
コシヒカリ 38. 1 5 a
ひとめぼれ 36. 85 a
ヒメノモチ 44. 81 a
朝紫 1 3. 09 a
N5 22. 1 8 a
注) Duncan の多重検定結果で，同一記号のついた平均値間には 5％水準で有意差がな
いことを示す．種子親で 3反復以上の品種のみ分析した．日本晴は，1 4個のデータ
のうち任意に1 2個を選んだ．
第 3表花粉親が受精率に及ぼす影響．
品種 平均値 注
日本晴 35. 1 8 a
コシヒカリ 1 3. 1 3 a
ひとめぼれ 27. 08 a
ゆめのはたもち 45. 27 a
朝紫 39. 52 a
N5 35. 1 9 a
注) Duncan の多重検定結果で，同一記号のついた平均値間には 5％水準で有意差がな
いことを示す．花粉親で 3反復以上の品種のみ分析した．
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実験 2 Glu-1Dx5遺伝子を導入したイネとジャポニカやネリカとの交配
第 4表に，交配日と，交配に用いた品種，受粉籾数と受精数（収穫籾数），受精率を示す．
種子親，花粉親の最初の数字と，次のアルファベットは T1 につけた名前，最後の数字は
T2 のポットの番号を表している．
9月 27 日から 10月 10 日にかけて，受精率が 0％のものが多くなっているが，種子親の
イネが交配後数日のうちに枯れてしまうことが非常に多かったことが主な原因として考え
られる．特に， N1 や Tchibanga は水田圃場から株上げして室内に持ち込み，交配に使用し
たため，水田圃場と室内との気温差に耐えられなかったと考えられる．順化が必要であっ
たと考えられる．また，すでに落水した水田圃場からイネを掘り上げる際に，根を傷つけ
てしまったため，水分を十分に吸い上げられず枯死してしまったことも一因だと考えられ
る．
遺伝子導入イネの移植が遅れ，ジャポニカやネリカと開花が同調しなかった．そのため，
さらにＮ５やひとめぼれを播種したが，十分な花粉量を得ることができず，遺伝子導入イ
ネを種子親，ジャポニカやネリカを花粉親とした交配があまりできなかった．
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第 4表遺伝子導入イネとジャポニカやネリカとの交配の受精率．
交配日 種子親( )♀ 花粉親( )♂ 受粉籾数受精数 受精率
9月27日 N1 1 9 1 2 0 0. 00%
9月28日 1 9Ｅ はまさり 33 0 0. 00%
9月29日 N1 1 9 5 1 20. 00%
9月30日 １９D2 N1 46 5 1 0. 87%
1 0月1 日 はまさり 1 9 32 2 6 . 25%
1 0月1 日 N1 1 9 63 8 1 2 . 70%
1 0月3日 Tc h i b a n g a 1 9 1 8 0 0. 00%
1 0月4日 1 9C2 はまさり 1 4 0 0. 00%
1 0月5日 N1 1 9 1 1 0 0. 00%
1 0月6日 N1 1 9 1 4 2 1 4 . 29%
1 0月7日 ひとめぼれ 1 9 4 1 25 . 00%
1 0月8日 N1 1 9 1 9 0 0. 00%
1 0月9日 N1 1 9 34 0 0. 00%
1 0月1 0日 N1 1 9 2 0 0. 00%
1 0月1 1 日リーフスター 1 9 9 2 22 . 22%
1 0月1 2日 ひとめぼれ 1 4 6 1 1 6 . 67%
1 0月1 2日 日本晴 6 58 1 3 22 . 4 1 %
1 0月1 4日 奥羽368号 6 3 0 0. 00%
1 0月1 5日 奥羽368号 １４，６ 1 3 8 61 . 54%
1 0月1 5日 日本晴 １４，６ 3 2 66 . 67%
1 0月1 5日ゆめのはたもち １４，６ 6 0 0. 00%
1 0月1 6日 ひとめぼれ 6 4 3 75 . 00%
1 0月1 6日 ヒメノモチ 6 1 2 4 33 . 33%
1 0月1 8日 Ｎ５ 6 82 1 1 . 22%
1 0月1 9日 Ｎ５ 5 20 0 0. 00%
1 0月1 9日 ヒメノモチ 5 1 1 4 36 . 36%
1 0月20日 Ｎ５ 5 1 7 0 0. 00%
1 0月23日 ひとめぼれ 5 8 2 25 . 00%
1 0月24日 Ｎ５ 5 1 6 0 0. 00%
1 0月25日 ひとめぼれ ５，２０ 54 0 0. 00%
1 0月26日 ヒメノモチ ２０，２１ 34 3 8. 82%
1 1月1 日 ヒメノモチ 5 , 6 , 1 4 , 20, 2 1 1 1 6 1 1 9 . 48%
1 1月2日ユメノハタモチ 5, 1 4 , 20 6 0 0. 00%
1 1月5日 Ｎ５ ２０，５ 1 2 0 0. 00%
1 1月5日 朝紫 ２０，５ 1 0 0 0. 00%
1 1月7日 Ｎ５ 5 , 6 , 1 4 , 20, 2 1 1 0 0. 00%
種子親，花粉親の最初の数字と，次のアルファベットは T1 につけた名前，最後の数字は
T2 のポットの番号を表している．
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実験 3 Glu-1Dx5遺伝子の次世代への遺伝の検証
第 5表に，交配日と，交配により得られた種子の数，発芽数，葉の採取ができた個体数
を示す．種子親，花粉親の最初の数字と，次のアルファベットは T1 につけた名前，最後の
数字は T2 のポットの番号を表している．
第 6表に，交配に用いた T2 個体の系統番号と遺伝子発現の有無を示す．花粉親として複
数の系統番号があるが， 1 ポットでは花粉量が足りないので，同時期に開化している複数の
系統を用いた． 11月 1 日に行ったヒメノモチ♀ /5， 6， 14,20,21♂から発芽，成長した 2 個
体のうち 1 個体において， Glu-1Dx5遺伝子が発現していた (写真３，４ )．この個体の花粉
親には，具体的に 5A4，5C4，5D3，6C2，6C4，14B1，20B2，21D5 を用いた．藤田（2009 ）
によると花粉親に用いた 20B2 の個体 1， 2， 3， 4， 5 のうち 1， 2， 4， 5 の個体で Glu-1Dx5
遺伝子が発現していた（写真２）．種子親のヒメノモチでは， Glu-1Dx5 遺伝子は発現して
いない（写真１）． Glu-1Dx5遺伝子が発現した個体は，花粉親である 20B2 から Glu-1Dx5
遺伝子が遺伝した可能性があると考えられる．６ C2，14B1.には Glu-1Dx5遺伝子が発現し
ていなかった． (藤田 2009)． 5A4， 5C4， 5D3 は Glu-1Dx5遺伝子が発現しているか調べて
いないため不明である．よって20B2， 5A4， 5C4， 5D3 の T2 個体のいずれかの花粉で受精
し Glu-1Dx5遺伝子が次世代に遺伝したと考えられる．
その他の個体は， Glu-1Dx5 遺伝子が発現していなかった． 19 系統は， T1 のとき
A,B,C,D,E の５株全部で Glu-1Dx5遺伝子が発現していたので， T2 個体で 19 系統を優先
的に交配に用いたが，調べたすべての個体で Glu-1Dx5遺伝子が発現していなかった（藤田
2009）． T2 個体との交配で次世代に Glu-1Dx5 遺伝子が発現しなかった原因としては二つ
あげられる．
一つ目としては， Glu-1Dx5遺伝子が発現していない個体の花粉で受精してしまったため
と考えられる． Glu-1Dx5遺伝子が発現していた T1 個体から収穫した種子を用い， T2 個体
を栽培したが調べた 200 個体中，96 個体にしか Glu-1Dx5遺伝子が発現していなかった (藤
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田 2009)．
二つ目は，花粉親からの遺伝はしづらい点である．このことは，Sa n g t o n gら(2002)や
Sc o t t ら(2007)の報告で述べられている．コムギの Glu-1Dx5 遺伝子を導入したDNA断片は，
花粉の生存率が減少することで，遺伝子導入トウモロコシの花粉からの遺伝を減少させる
と報告されている．
写真 1 に，電気泳動を示す．11月 1 日に行ったヒメノモチ♀ /5，6，14,20,21♂に，Glu-1Dx5
遺伝子が検出された．交配に用いた花粉親は 5A4， 5C4， 5D3， 6C2， 6C4， 14B1， 20B2，
21D5 であった．花粉親に用いた 20B2 系統の個体 1， 2， 3， 4， 5 のうち 1， 2， 4， 5 に
Glu-1Dx5遺伝子が発現していた．６ C2， 14B1 には Glu-1Dx5遺伝子が発現していなかっ
た(藤田 2009)． 5A4， 5C4， 5D3 は Glu-1Dx5遺伝子が発現しているかは調べていないため
不明である．したがって，20B2， 5A4，5C4，5D3 の T2 個体のいずれかの花粉から Glu-1Dx5
遺伝子が遺伝したと考えられる．
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第 5表 交配により得られた種子の数，発芽数と葉の採取ができた個体数．
交配日 種子親( )♀ 花粉親( )♂ 種子収穫数 発芽数葉採取数個体数
9月29日 N1 1 9 1 1 1
9月30日 １９D2 N1 5 3 2
1 0月1 日 はまさり 1 9 2 0 0
N1 1 9 8 4 3
1 0月6日 N1 1 9 2 1 1
1 0月7日 ひとめぼれ 1 9 1 1 1
1 0月1 1 日リーフスター 1 9 2 0 0
1 0月1 2日 ひとめぼれ 1 4 1 1 1
日本晴 6 1 3 7 7
1 0月1 5日 奥羽368号 １４，６ 8 4 4
日本晴 １４，６ 2 1 1
1 0月1 6日 ひとめぼれ 6 3 0 0
ヒメノモチ 6 4 1 1
1 0月1 8日 Ｎ５ 6 1 0 0
1 0月1 9日 ヒメノモチ 5 4 2 1
1 0月23日 ひとめぼれ 5 2 2 0
1 0月26日 ヒメノモチ ２０，２１ 3 2 1
1 1月1 日 ヒメノモチ 5，6，1 4 , 20, 21 1 1 4 2
最初の数字と，次のアルファベットは T1 につけた名前，最後の数字は T2 のポットの番号
を表している．
第 6表交配に用いた T2 個体の系統番号と遺伝子発現の有無．
交配日 種子親( )♀ 花粉親( )♂ 葉採取数遺伝子
9月29日 N1 1 9B1 、１９B2、１９C1 、１９C2、１９D2、１９D3、１９E1 、１９E2 1 ×
9月30日 １９D2 N1 2 ×
1 0月1 日 N1 1 9B1 、１９B2、１９C1 、１９C2、１９D2、１９D3、１９E1 、１９E2 3 ×
1 0月6日 N1 1 9B1 、１９B2、１９C1 、１９C2、１９D2、１９D3、１９E1 、１９E2 1 ×
1 0月7日 ひとめぼれ 1 9B1 、１９B2、１９C1 、１９C2、１９D2、１９D3、１９E1 、１９E2 1 ×
1 0月1 2日 ひとめぼれ 1 4B2 , １４D2、１４F 1 ×
1 0月1 2日 日本晴 6D1 、６D2 7 ×
1 0月1 5日 奥羽368号 ６C3、１４B2、１４C2、１４D2、１４F 4 ×
1 0月1 5日 日本晴 ６D１、６D2 1 ×
1 0月1 6日 ヒメノモチ ６A1 、６A2、６A3、６C1 、６C3、６D1 、６D2、 1 ×
1 0月1 9日 ヒメノモチ ５（A1 、A2、A3、B1 、B2、B3、C1 、C2、C3、D1 、D2、F 1 、F2、G1 、G2） 1 ×
1 0月26日 ヒメノモチ ２０D1 、２０D3、２０D4、２１D1 、２１D5 1 ×
1 1月1 日 ヒメノモチ ５A4、５C4、５D3、６C2、６C4、１４B1 、２０B2、２１D5 2 ○
最初の数字と，次のアルファベットは T1 につけた名前，最後の数字は T2 のポットの番号
を表している．
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写真１電気泳動．一番右はマーカーである．矢印が Glu-1Dx5遺伝子のバンドを示してい
る．左から５番目と６番目が種子親のヒメノモチである．ヒメノモチでは
Glu-1Dx5遺伝子が発現していない．
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写真２電気泳動．一番右がマーカーである．花粉親の１つである２０ B2系統は上段左か
ら５番目から９番目である．２０ B2系統は５個体中４個体で Glu-1Dx5遺伝子が
発現している．矢印が Glu-1Dx5遺伝子のバンドを示している（藤田 2009）．
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写真３電気泳動．一番右がマーカーである．右から２番目の 11月 1 日のヒメノモチ♀ /5A4，
5C4， 5D3， 6C2， 6C4， 14B1， 20B2， 21D5♂から得られた種子を発芽，成長さ
せた個体では， Glu-1Dx5遺伝子が発現している．矢印が Glu-1Dx5遺伝子のバン
ドを示している．
写真４ 11月 1 日のヒメノモチ♀ /5A4， 5C4， 5D3， 6C2， 6C4， 14B1， 20B2， 21D5♂
から得られた種子を発芽，成長させた 2 個体の電気泳動．一番右側と右から三番
目がマーカーである．矢印が Glu-1Dx5遺伝子のバンドを示している． Glu-1Dx5
遺伝子が発現しているのは，２個体中１個体である．
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Crossing of rice plants between Japonica or Nerica and plants with Glu-1Dx5 gene
Megumi Nakamura
Summary
   T2 with wheat Glu-1Dx5 gene from rice cv. Fatmawati was crossed with Japonica
and Nerica and wheat Glu-1Dx5 gene inheritance was verified in next generation.
   Firstly, I crossed to establish of crossing technique and verify whether fertilization
rate differed between Japonica and Nerica. There was no significant difference among
crosses of various cultivars. Fertilization rate differed by pollinating date. 
It seemed that bad weather or not enough pollen or bad timing to fertilization caused
low fertilization rate.
   Secondly, I crossed T2 plants with Japonica and Nerica. Seeds from crossings were
germinated, and seeds were raised. From the leaf, DNA was extracted and Glu-1Dx5
gene expression was examined. One in 35 plants expressed Glu-1Dx5 gene froｍ A4
5C4，5D3，6C2，6C4，14B1，20B2，21D5 pollens.
   
   The plant was obtained for the cross using the mixture of pollens.
Fujita(2009) said some pollen parents used in the crossings expressed Glu-1Dx5 gene.
Several plants from crossings were smaller than Koshihikari and Hitomebore and the 
top of the leaf showed white.
35
交配したイネの管理．
電気泳動の様子．
交配日 11月 1 日ヒメノモチ♀ /5A4， 5C4， 5D3， 6C2， 6C4， 14B1， 20B2， 21D5♂
の種子から生育した Glu-1Dx5遺伝子が発現しているイネ．
